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 Streszczenie    
Wstęp: Heparyna wykazuje korzystne działanie w  leczeniu nawracających poronień, a  także wpływa na wzrost 
odsetka implantacji w programach zapłodnień in vitro u kobiet z zaburzeniami rozrodu, nie związanym z tromboﬁlią. 
Liczne badania wskazują, że heparyna poprzez blokowanie enzymu heparanazy może wywierać wpływ na strukturę 
i funkcję macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM) i związane z nią czynniki wzrostu. Zaburzenia w remodelingu (ECM) 
są uznawane za potencjalną przyczynę zaburzeń implantacji i nawracających poronień. Celem tego badania jest 
ocena na modelu in vitro wpływu niskocząsteczkowej heparyny na ekspresję heparanazy (HPSE) oraz istotnych dla 
procesu implantacji i inwazji trofoblastu czynników związanych z siarczanem heparanu (HS): wiążącego heparynę 
nabłonkowego czynnika wzrostu (HB-EGF), czynnika wzrostu śródbłonka (VEGF-A), czynnika wzrostu ﬁbroblastów 
(FGF2) w endometrium, w oknie implantacyjnym niekoncepcyjnego cyklu u kobiet z nawracającymi poronieniami. 
Metoda: Bioptaty endometrium pozyskane od 10 pacjentek z dwoma lub więcej niewyjaśnionymi utratami ciąż 
posłużyły do skonstruowania kokultury komórek nabłonka gruczołowego i  podścieliska. Model endometrium in 
vitro suplementowano hormonami steroidowymi i enoxaparyną sodu o stężeniu 5ug/ml. Przy użyciu metody qPCR 
oceniono względny poziom transkrypcji HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 w nabłonku gruczołowym i podścielisku. 
Metodą ELISA oceniono stężenie w/w czynników medium hodowlanym.
Wyniki: Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 w ko-
mórkach nabłonka gruczołowego i podścieliska oraz ich stężenia w medium w hodowlach poddanych działaniu 
hormonów steroidowych. Nie znaleziono natomiast wpływu suplementacji LMWH na poziom badanych czynników.
Wnioski: Uzyskane wyniki wskazują, że znaczenie aktywności hydrolitycznej heparanazy w endometrium, w oknie 
implantacyjnym cyklu niekoncepcyjnego może mieć funkcję drugorzędną i że, korzystne działanie heparyny u ko-
biet z zaburzonym rozrodem nie ma istotnego, bezpośredniego związku z przebudową macierzy zewnątrzkomór-
kowej, katalizowaną przez heparanazę i uwalnianiem czynników wzrostu wiążących heparynę.
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 Abstract
Heparin has a beneﬁcial eﬀect in the treatment of recurrent miscarriages and positively aﬀects implantation rates in 
the IVF procedure in women with reproductive disorders not associated with thrombophilia. Several studies have 
indicated that heparin, by blocking the enzymatic activity of heparanase, may aﬀect the structure and function of 
the extracellular matrix (ECM) and related growth factors. Disturbances in the remodeling (ECM) are believed to 
be the potential cause of implantation disorders and recurrent miscarriages. Objectives: The aim of the study was 
the evaluation, on an in vitro model, of the eﬀect of low molecular weight heparin (LMWH) on the expression of 
heparanase (HPSE) and, important for successful implantation and invasion of trophoblast, heparan sulfate (HS) 
- binding growth factors, i.e. heparin-binding epidermal growth factor-like (HB-EGF), vascular endothelial growth 
factor  (VEGF-A), ﬁbroblast growth factor (FGF2) in the endometrium, during the implantation window in women 
with recurrent miscarriage.
Method: Biopsy samples, obtained from 10 patients with two or more unexplained miscarriages, were used to 
construct a co-culture of glandular epithelial cells and stroma. Endometrium in vitro model was supplemented with 
steroid hormones and enoxaparin 5ug/ml. Using the qPCR, we assessed relative levels of the HPSE, HB-EGF, 
VEGF-A and FGF2 transcripts in glandular epithelium and stroma in cell culture. Using ELISA, we measured con-
centrations of the mentioned above factors in culture medium.
Results: A statistically signiﬁcant increase in the relative level of HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 transcripts in the 
cells of the glandular epithelium and stroma (p<0.001),  as well as their increased concentration in the medium of 
cultures treated with steroid hormones (p<0.001) were observed. However, we found no eﬀect of LMWH supple-
mentation on the level of the investigated factors.
Conclusions: Our results show that the importance of the HPSE hydrolytic activity in the endometrium, during the 
implantation window, may have a secondary function, and/or that beneﬁcial eﬀects of LMWH in women with im-
paired reproduction have no signiﬁcant, direct connection with the, catalyzed by HPSE, reconstruction of the ECM 
and with release of heparin-binding growth factors.
 Key words: heparin / heparanase / 	
	/endometrium / 
        / impaired reproduction /
©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n e Nr 12/2014910
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  ginekologia
Ginekol Pol. 2014, 85, 908-915 
Przemysław Wirstlein et al. Ocena wpływu in vitro niskocząsteczkowej heparyny na ekspresję heparanazy i czynników wzrostu wiążących heparynę...
Cel pracy
Celem tego badania jest ocena na modelu in vitro	"
#%

!%


%
 
  

  
 
 & #"

%  

 %

5 ##' %
! 
	"
'

+& 	


$
& 


'


#
(
	%


#
+*%"




 

!Q& 
'	%
	
 "
& +
(
Materiał i Metoda
	


	


C

 
 
G 	'
"
 
' !J "
nego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Endometrium w okresie okna implantacyjnego niekon"
'
#  .4"4M

&+ +
 	
 &%G
   #( 2!+* 
' 

	

	
 


   
 

 %
''  
"
	!+
&
	
 +


	
 %  in vitro( L  

$



	  !&%  
	+*
%'#  
 
##	
	"
nej fazie wydzielniczej. 

!&
	%
& +


  	' 
	G 
  K
 
i wsp. $
7
(,-E-F/(C
%



' 
 
	

% 
	!	
7W-X

0'
; %J;3!

%
&+


! "
 ( Y
 '

 

 
	
   

  	#'
 -
BWZ'(C
!
 


-W   

	
 
#'!'"

' 	'
& 
 
'

0-5-WIQI3 L1Q9-.

#.X	

		
	 		 (FBS) oraz 
-5-WW ; ;  0'
 ; % J;3(
Y
 
  
 #
 
 FW Q
-.W07
]
3(


&"
 
	
 $

$ EW 0J;3(
)
 $

	 
#

#&

	
 +
 
-.BWZ'(
  
 
  	
     

'
(	

 
	 
 "
 
 
  
	%  &  +
(
^&
	
	'		


 
 -W&9
07L
USA), po 5 min swobodnego opadania w medium, z kolei frakcja 
& +
	



 4W(L
B

 
 & 
	%  !  "

 &    

  
 "
& +
%

	


 - 
 4W

"
!  
F (v+*& +



	

MExEBX	!
0'

Aldrich, USA). 
6 
&
	% 
	
 !
 "
 	  
   
%  
   08"
 C3 


 
! 
 ! 

#
	# +(7	! 
#
	
128"


Z0'

;'%J;3'
' 
&
 "

(&BW%	 '  
 
& 
%E
 !


4W4M{2(C
!
 
-BW


	%%	 '12(
!
%! 
.WW("
 	.@ 		% 
08"
C3(^ & +
% 
	&'
 
 	



|
#"

%Y%
Z0CJC23()
&
% 	
 

(
6 
 	
 
 
 
 77-D 06

C34M{2'+FBX(
 % 
	
 
	
!L1Q9-.6
BX	
	
	 
	 	  
# "
#  
# Y0'
; %J;3

#

# ; ; (  .@ ' "

% %   

% ('BWQ
-Mx"
 BWQ%##%"

!0K63x
! !B'Q02"
Z

$;I3 ##%
! "
 
%&(
!
 &'% "
!  
%&%
(6 

.@' 4 (
  % +*
&$


#YQ0"
ga, USA) opartego na metabolicznej bioredukcji przez dehydro"
'
!% 
#
xY 

#x

&'!
 

"

0}@FW3	
#+&(
 
G %  
! #  
# 
	


'	
#%
Z&

 +
	~C;K
0
'C3

".W{2 

~C;( 
% 

 

!
6167"189:189";989.
	
&
".W{2(

		

	 !

"#!$%&'!$%##&%$%(


~C;
	

 


~C
^0
'3' # 
(;

*



	
	+
"
LC;


   

"
LC;
 &~C
"9LC

0
'C3(

#
C
LCL-WWW0Y%$J;3
 
"

& 

 + +* 
' ~C; 0 }
.DW3
'+*0}.DWQ.EW3(
)		
*+
  
  & 
"Y ~I
Y
 0
' C3  - ' ~C; 

©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n eNr 12/2014 911
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  ginekologia 
Ginekol Pol. 2014, 85, 908-915 
Przemysław Wirstlein et al. Ocena wpływu in vitro niskocząsteczkowej heparyny na ekspresję heparanazy i czynników wzrostu wiążących heparynę...

LC; 0LC;3( 

! 
 2~
   4W ' ' LC;(  


%

& + '!   
 '
0%''3~KW "
#'
	% #	
    (
%

& 

 
%
"
&6167"189:189";989.
	

'
4,.W/
~C;"


 
%C278,.-/(!

&

% 
~KW

~Y"
L7 ,../( $+* 
% 
 
& 
"
	
 

7K;Y,.4/($+* 

2~
'
%

&
  
 
 .X  
'
( 


&%
2~ 

(
~
2~
 '

  & LC; 6 7~ 8 2~ ^
0Y%$J;3
~"84WWW%"
02~
%;

3($



 	'
G 
 &'! "

	#


&$ 

"
  
( L 

  
&  
 
 '
  & % #%   $% 
 
& 

 
 + % -W"% GG  "
2~
 '
 
%&

#


 # & 

 
"
 
%&(L

 
 
%&
  "

#
!2~+
'
 x  
 LC;('!   

   LC; 
 
% 
&
6167"189:189";
989". LC;"
'
~KW(
)	,	
	
		


	
)!!

 
%&
 "
	# % 
	
'	%

  +
( 
 !
 % 
 
%
&
  #
#
%
& &1K;(!
61

J2C0%
2%3(L
!
67"189
'
; %0J;3(!
:189";  989. 
    & ~L
0J;3(


	
 
 
 '  
 &

~0LZY%'J;3(
Analiza statystyczna
L



%&'
"
'

4(B(;


+*	
 
 
%
%
&
%	
 
''
    

 

 0;C):;3 ^


"

(A


#!
+p WWB(
Wyniki
.
C
 
Y 
+*
"
# +
 ##  
 & 
& 
 
"
	
 +(A

!


'   +
 #'  
+ '
& 

-(
Tabela I. Sekwencje par starterów zastosowanych do oceny poziomu względnego poziomu transkrypcji, w reakcji qPCR.
Gen FF REV
HPSG 5’-ATCAATGGGTCGCAGTTAGG-3’ 5’-AGGCTGACCATCAGGAC-3’
HB-EGF 5’-TGAGGTGGGTGGGATTATACA-3’ 5’TTGGAGCTGACTGTTCTTGGT3’
VEGF-A 5’-AGGAGGAGGGCAGAATCATCA-3' 5’-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3’
FGF2 5’-AGAAGAGCGACCCTCACATC-3’ 5’-TTCCTTCATAGCCAGGTAACG-3’
RPLP0 5’-GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3’ 5’-CCATCAGCACCACAGCCTTC-3’
 
Rycina 1. Ocena żywotności komórek nabłonka i gruczołów (A) i komórek 
podścieliska (B) w teście metabolicznej redukcji MTS. Zaobserwowano wzrost 
absorbancji (l = 490nm) w hodowlach z kolejnych dni eksperymentu (D0-D3) 
świadczący o proliferacji komórek. 
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Rycina 2. Względny poziom transkryptów HPSE, HB – EGF, VEGF-A oraz FGF2 w kokulturze komórek nabłonka i gruczołów (A) i komórek podścieliska (B), pozyskanych 
od kobiet z dwoma lub więcej kolejnymi utratami ciąż. Ilość cDNA odpowiadająca poziomowi ekspresji poszczególnych transkryptów została znormalizowana w stosunku do 
transkryptu genu o konstytutywnej ekspresji RPLP0.  
*Wartość p <0,001 wyznaczono przy użyciu rangowego testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych porównań.
Rycina 3. Stężenie HPSE, HB-EGF, VEGF-A oraz FGF2 w medium hodowlanym 
komórek endometrium z dodatkiem hormonów i niskocząsteczkowej heparyny. Jako 
kontrolę prowadzono hodowlę bez hormonów.  
*Wartość p<0,001 wyznaczony przy użyciu rangowego testu jednoczynnikowej analizy 
wariancji (ANOVA) Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych porównań.
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Przemysław Wirstlein et al. Ocena wpływu in vitro niskocząsteczkowej heparyny na ekspresję heparanazy i czynników wzrostu wiążących heparynę...
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